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Projekt: Ontwikkelen methoden voor het verrichten van identifikaties 
c.q . confinuaties . 
Onderwerp : Voorkomen van metabolie ten van nortestosteron in urine af-
komstig van onbehandelde runderen. 
Doel : 
Onderzoek van urine afkomstig van onbehandelde runderen op de aanwezig-
heid van 17~-nortestosteron, 17a- nortes tost eron en 5a-estrane 3a, 17a 
diol met het doel aan te tonen dat deze componenten niet van nature 
aamolezig zijn. 
Samenvatting: 
57 monsters urine afkomstig van koeien, s tieren en kalve r e n z ijn onder-
zocht via RIKILT voorschrift A 229 (F 74) met behulp van de GCHS . Door 
middel van standaarden wordt een niveau bepaald , waa rboven bove nge-
noemde componenten ni e t aanwezig zijn . 
Conclusie 
In de blanco urines zijn de onderzochte componenten niet aangetoond . 
Het meetniveau van a-nor ligt lage r dan 0,1 tot 0,4 ppb en dat van 
estranediol ligt onder de 0 , 1 tot 0,3 ppb . 
De reeoverles van be ide componenten waren goed . 
a-nor blijkt op de CP Sil 5 kolom (waarmee het groot ste deel van de 
analyses i s verrich t) gestoord te lolorden, lolaardoor de aflolez igheid van 
a-nor op een n iveau l age r dan 1 à 2 ppb nog niet be\-lezen kan lolorden in 
een deel van de onderzochte monst e rs . Dit kon '"el voor enkele mons ters 
lolaarbij a-nor gemeten werd op een Sil 19 kolom '"aar geen int erferenties 
optrad en . Dan is de detektiegrens < 0 , 5 ppb . 
Verant\oloorde l ijk ir L.G. M.Th . Tuinstra 
Hedewerke r/ samens t e ller : ing. P .G.H . Kienhuis 
Traag ~ Projektleider H. A. 
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1 • Inle ~~!_~~ 
Nortestosteron ,.,ordt in de vonn van een esterverbinding dik,.,ijls ge-
implanteerd als een anabolicum (dikwijls ook in combinatie met andere 
verbindingen) bij runderen. Nadat het nortestosteron (= 1713 hydroxy-
4-estren-3-one) is vrij gemaakt in de omliggende weefsels volgt trans-
port door het lichaam en kan metabolisering plaatsvinden . 
Bij de opsporing van het ongeoorloofd toepassen van anabolica bestaan 
diverse mogelijkheden bij de keuze van de matrix, waarin de opsporing 
moet plaatsvinden . 
Hieronder wordt alleen aandacht aan urine geschonken. Van zeer groot 
belang is dan te weten in hoeverre de oorspronkelijke (vrije) moeder-
verbinding nog in de urine aanwezig zal zijn of dat de aandacht naar 
nader te bepalen metabolieten moet uitgaan c . q . naar beide groepen. 
Een intern beschikbaar literatuuronderzoek (1) geeft geen informatie 
over het gedrag van nortestosteron na toediening bij runderen. Wel is 
recentelijk informatie beschikbaar gekomen m. b.t. paarden (2,3) . 
Bij het in dit verslag beschreven onderzoek is gekeken naar de aan-
wezigheid van 1713-nortestosteron en zijn metabolieten 17a-nortestosteron 
en Sa estrane 313, 17a diol in onbehandelde runderen met het doel te 
bewijzen, dat voornoemde stoffen van nature niet aanwezig zijn (voor 
struktuur en spektra zie bijlage 2). 
Daartoe zijn de monsters opgewerkt volgens RIKILT-voorschrift A 229 
(F 74). 
Bij de verwerking van de res ultaten is gekeken naar het ruisniveau op 
de juiste retentietijd. 
Vanuit deze waarde is een maximaal mogelijk gehalte berekend voor de 
drie componenten. 
2. Principe van~~~thod~ 
In urine aanwezige glucuronide- en sulfaatverbindingen worden enzyma-
tisch gehydrolyseerd. Het gehydrolyseerde monster wordt op een 
Extrelut kolom gebracht en gel:Hueerd met diethylether. Na uit\olassen 
van de etherfraktie met natriumcarbonaat/natriumbicarbonaatoplossing, 
water en droging over natriumsulfaat \wrdt de diethylether afgedampt . 
Het residu, opgenomen in acetonitril-water, ,.,ordt aan een tweedimen-
sionale HPLC-scheiding onderworpen. 
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De HPLC-fraktie van de anabolica wordt drooggedampt en gederivatiseerd 
met BSTFA/TMCS/PYRIDINE . Na droogdampen en opname in iso-octaan wordt 
het extrakt massaspectrametrisch geanalyseerd. Voorscheiding vindt 
plaats op een capillaire gaschromatografische kolom (Sil 5 of Sil 19). 
Bij de HS detektie 1wrdt om een maximale gevoeligheid te bereiken 
specifiek gekeken naar 4 massa ' s per component. (In bijlage 1 word en 
chromatogra~uen van een standaard en een voor nortestosteron positief 
urine-extrakt weergegeven . De analyses zijn verricht op een Sil 5 kolom.) 
Voor a- and ~-NOR ( s pektrum is identiek) zijn dit de massa's 215, 256, 
331 en 346 en voor estrane-diol 242, 332, 407 en 422 (zie bijlage 2.1 
en 2.2). 
Een monster wordt positief bevonde n indien aan 2 krite ria wordt voldaan: 
- De retentietijd mag niet meer dan 5 sec afwijken t.o . v. de component 
in de standaard. 
- De onderlinge intensiteitsverhouding tussen de 4 massa ' s mag niet 
meer dan 10% afwijken t . o.v . de standaard. 
Bij een gehalteberekening ~>mrdt de intensiteit voor massa 256 r esp. 
242 in standaard en monster gebruikt. 
De meetresultaten in dit verslag zijn verkregen door de intensiteit 
van mas sa 256 resp. 242 in de ruis op de juiste retentietijd te ge-
bruike n om een waarde te berekenen, die aangeduid kan worden als het 
maximaal mogelijk gehalte van de desbet reffende component . 
Herkomst mons termateriaal en standaarden 
- De onderzochte urine is bemonsterd op het IVVO e n is afkomstig van 
onbehandelde runderen. In bijlage 3 worden verdere details m. b . t. 
he rkomst van elk monster verstrekt waarbij een opsplitsing is 
gemaakt tussen koeien (3 . 1) , stieren (3.2) en kalveren (3 . 3) . 
- De standaard 5a-estrane-3~, 17a-diol werd verkregen van E. Houghton . 
Racecourse Security Services Laboratorie s, New Harket. 
Heetresultaten 
Ter kontrole van de methode zijn aan 4 urines hoeveelheden van 10 ppb 
~-nortestosteron en estrane-diol toegevoegd. Deze componenten zij n goed 
teruggevonden . 
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De meetresultaten berekend vanuit de ruis staan vermeld in bijlage 4 . 
Daartoe is een opsplitsing gemaakt in vier meetseries . De metingen per 
dag blijken onderling n.l . nog al te vari~ren . Dit wordt veroorzaakt 
door de gevoeligheid van de apparatuur op dat moment . 
Discussie 
-Uit de resultaten van meetserie 1 en 2 (zie bijlage 4 .1) komen waar-
den naar voren vari~rend tussen de <0 , 4 tot <1,3 ppb voor 
B-nortestosteron en a-nortestosteron. Dit zijn hogere waarden dan in 
meetserie 3 en 4, hetgeen veroorzaakt is door het feit, dat de ge-
voeligheid van de GCNS op dat moment matig ,.,as . Voor estrane-diol 
varieert het resultaat tussen de <0,1 en <0,5 ppb . Deze \olaarde ligt 
lager door het feit, dat deze component een gunstige fragmentatie 
vertoont t.o . v . 242, waardoor de intensiteit voor de standaard be-
duidend hoger ligt dan voor de massa 256 van nortestosteron (bij ge-
lijkblijvende onderzochte hoeveelheden) . 
- De resultaten van meetserie 3 en 4 geven blijk van een hogere gevoe-
ligheid . Het {3-nortestosterongehalte varieert hier van <0,1 ppb tot 
<0 , 4 ppb. Voor estrane-diol is dit <0 , 1 ppb tot <0,3 ppb. Voor a-NOR 
is een vrij hoge waarde vermeld . Op de retentietijd van deze stof 
bevinden zich namelijk een aantal onbekende componenten uit de 
urine. Bij meetserie 1 en 2 geldt dit probleem niet, omdat toen een 
Sil 19 kolom gebruikt is in tegenstelling tot een Sil 5 bij meet-
serie 3 en 4. Ondanks deze storende componenten is de aanwezigheid 
van a-NOR op een niveau hoger dan 1 à 2 ppb niet plausibel in de 
onderzochte urines (zie ook bijlage 2.3). 
Dit is berekend aan de hand van massa 331. Uit bijlage 2.3 blijkt 
dat er op de RT van a-NOR een component elueert met m/z = 360. Uit 
blanco urines , waarin deze onbekende component dikwijls aanwezig is, 
blijkt dat deze component geen m/z = 331 vertoont. Net andere woor-
den deze massa wordt vrijwel niet gestoord in tegenstelling tot m/z 
215, 256 en 346. Door de lagere intensiteit van massa 331 in de 
standaard (+ 30% t.o.v. m/z 256) komt de signaalruis verhouding 
echter ongunstiger uit t .o . v. analyse verricht op de Sil 19 kolom 




In de blanco urines zijn de onderzochte componenten niet aangetoond . 
Het meetniveau van P-nor ligt lager dan 0,1 tot 0,4 ppb en dat van 
estranediol ligt onder de 0,1 tot 0,3 ppb . 
De reeoverles van beide componenten waren goed. a-Nor blijkt op de CP 
Sil 5 kolom (waarmee het grootste deel van de analyses is verricht) 
gestoord te worden, lolaardoor de afl.1ezighe id van a-nor op een niveau 
lager dan 1 à 2 ppb nog niet bewezen kan worden in een deel van de 
onderzochte monsters . Dit kon wel voor enkele monsters waarbij P-nor 
gemeten werd op een Sil 19 kolom waar geen interferentie s optraden . 
Dan is de detektiegrens < 0,5 ppb . 
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2.3: Chromatagram betreffende a~Nor storing 
De juiste retentietijd van a~nor ligt op scannr 2500 bij gebruik van 
een SU 5 kolom. 
Hier blijkt echter duidelijk een storende component te zitten (M/z 360 
komt niet in het nortestosteron spektrum voor). Zie tekst. 
11JORIC+NASS CHROMATOCRAI'IS 
06/Zl/85 17:40:00 
SAf•lPLE: BLAHCO LIRIIIE? 
COHOS.: 130- 260< 15) 
RAIIGE: G2060 I 3100 LABEL: 
DATA: 26183 12247 
CALI : PK11 113 
SCAIIS 2460 Tü 2530 
H O, 4.0 O.Lifdl: A a, 1.(; J 0 BASE: U 20, 3 
"/"01 
17.91 /, .. :::~'\ 
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Bijlage 3: Herkomst urines 
3.1: Bijzonderheden m.b.t. koeien van het IVVO waarbij urine is verzameld 
a) monstername dd. 1985-05-09 
RIKILT Dieldrin Geboorte- Kalfdatum Ras Voeding 
nummer datum 
5/5/ -----------
1694 796 4/10 '79 FH FH krachtvoer, voordroogkuil en snijmals 
1695 1068 19/4 '81 19/2 '85 FH (diernr. 1068 en 1151 krachtvoer + 
1696 1151 5/2 '82 18/2 '85 FH vertakte vluchtige vetzuren) 
Huisvesting: individueel in Grub stal 
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Vervolg 3.1 















































16/11 ' 79 
13/3 '79 






































* = dier voorzien van een pensfistel 






















50*FH 32 •6 
FH 25,0 
*** = HF is Holstein Friesian (zwartbont, "amerikaan") 
























(per dier per dag) 
5,3 kg krachtvoerv + 18,0 kg ruwvoer dsVV 
beperkt gras+ 8,0 kg snijmaissilage ds 
5,3 kg krachtvoer+ 18,0 kg ruwvoer ds 
15 , 2 kg krachtvoer+ 9,2 gras/ maissilage dsvvv 
beperkt gras+ 8,0 kg snijmaissilage ds 
5,6 kg krachtvoer+ 15,9 kg ruwvoer ds 
4,6v kg krachtvoer+ 15,6 kg ruwvoer ds 
4,2v kg krachtvoer+ 14,1 kg ruwvoer ds 
5 , 2 kg krachtvoer+ 17,7 kg ruwvoer ds 
5,3v kg krachtvoer+ 18,0 kg ruwvoer ds 
beperkt gras + 8,0 kg snijmaissilage ds 
beperkt gras+ 2,0 kg snijmaissilage ds 
beperkt gras+ 2,0 kg snijmaissilage ds 
beperkt gras+ 5,0 kg snijmaissilage ds 
14,4v kg krachtvoer+ 8,8 kg gras- /maissilage 
15,2v kg krachtvoer+ 9,2 kg gras- /maissilage 
4,9 kg krachtvoer+ 16 , 5 kg ruwvoer ds 
beperkt gras + 2,0 kg snijmaissilage ds 
5,8v krachtvoer+ 19,5 kg ruwvoer ds 
14,4 kg krachtvoer+ 8,8 kg gras-/maissilage ds 
vv = samenstelling : (ds verhouding) grassilage: snijmaissilage: perspulp: maisglutenvoer: bostel als 9 : 7 :6:5 :3 
vvv = samenstelling : (ds verhouding) grassilage : snijmaissilage als 13:12 
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3.2: Bijzonderheden m.b.t. stieren waarbij urine is verzameld 
a) monstername dd. 1985 -os -o9 (stieren individueel gehuisvest 
RIKILT Dier Geboorte- Ras 
nummer nummer datum 
s/s/ 
1687 2 28/2 '84 50% HF* + 50% FH** 
1688 7 28/2 '84 50% HF + 50% FH 
1689 10 29/2 '84 FH 
1690 16 22/3 '84 50% HF+ 50% FH 
Voeding 2/3 snijmals en 1/3 stierenbrok (krachtvoer) 
b) monstername dd. 1985 -06-06 (stieren gehuisvest op IVO) 
RIKILT Dier Ras Gewicht Geschat gewicht op 6/6 
nummer nummer (kg) (kg) 
5/S/ 
2264 376 FH 456 470 
2268 378 FH 471 485 
2260 382 FH 441 /~Ss 
2263 406 FH 472 486 
2257 655 ~1RYM'* 475 485 
2255 657 HRY 428 437 
2254 660 HRY 483 493 
2258 663 HRY 452 462 
2249 664 HRY 469 479 
2265 665 ~1RY 463 473 
2267 667 HRY 476 488 
2256 673 HRY 431 440 
2262 674 HRY 434 444 
2252 675 HRY 442 452 
2253 678 HRY 459 469 
2250 679 HRY 472 482 
2261 680 HRY 480 494 
2259 688 HRY 460 470 
2266 692 HRY 482 492 
2251 693 HRY 483 493 
* HF is Holstein Friesian (zwartbont, "amerikaan") 
** FH is Fries-Hollands (zwar t bont) 
*** HRY is Haas-Rijn-IJssel (roodbont) 
Geboortedatum: MRY (roodbont) rond 1 april 1984 
FH ( z ,>lartbont) rond 21 maart 1984. 
op IVVO) 
Hoeveelheid voer 6/6 '85 tussen 19 -23 kg snijmaissilage + 3 kg kracht-
voer met rumensin (diernrs. 657 e n 673 kregen 17 kg s nijmaissilage + 
2 kg krachtvoer met rumensin). 
Water: ad libitum. 
Ziekten e.d.: dieren waren op 6/6 gezond, laatste maanden niet behan-
deld met antibiotica. In oktober 1984 pinkengriep gehad. 
Gewic hten (voor FH be paald op 23/5 en voor MRY op 28/5): 
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3.3: Bijzonderheden m.b.t. kalveren waarbij urine is verzameld 
a) monstername dd. 1985-05 - 09 (kalveren gehuisvest in een groep in 
jongvee stal IVVO) 
----
RIKILT Dier Geboorte- Ras 
nummer nummer datum 
5/5/ 
1691 1533 30/12 '84 75% FH* + 25% HF** 
1692 1553 16/10 '84 75% FH + 25% HF 
1693 1559 18/10 '84 50% FH + 50% HF 
Voeding met (gedroogd) gras, snijmals en rundveebrok. 
b) monstername dd. 1985-06-06 (kalveren gehuisvest in boxen in stal ILOB) 
Aantal monsters urine: 14. 
RIKILT-nummers: 5/5/2137-2150. 
Ras: FH. 
Geboordedatum: eind februari 1985. 
Start aprnesten op een mestbedrijf dd. 8/3 '85 . Voeding: kunstmelkvoeder. 
Ee n behandeling met diergeneesmiddelen is niet uitgevoerd bij de start 
van het opmesten, tvaarschijnlijk is tvel na de geboorte een standaardmix 
tegen diarree toegepast. 
* FH is Fries-Hollands (zwartbont) 
** HF is Holstein-Friesian (zwartbont, "amerikaan"). 
Bi jlage 4: Meetresultaten 
4 . 1 
Meetserie 1, dd . 1985-05-15 (gehalte in urine in ppb , CP Sil 19 kolom) 
Hansternummer (3-Nortestosteron a-Nortestosteron Estrane-diol 
1691 <0,4 <0 ,4 <0 '1 
1687 <0,5 <O ,5 <0 ,1 
1688 <0 , 5 <0 ,5 <0 ,2 
1689 <1 ,o <1 ,0 <0 , 2 
• 
1690 <0 ,5 <0,5 <O ,2 
- - ·--
Meetserie 2 , dd . 1985-05 - 17 (gehalte in urine in ppb, CP Sil 19 kolom) 
~- ·-r-· Monsternummer (3-Nortestosteron a-Nortestos t e r on Estrane-diol 
-
1692 <1 ,3 <1, 3 <0 ,25 
1693 <1 ,3 <1,3 <0 ,25 
1694 <1,3 <1 ,3 <0 , 25 
1695 <1,3 <1 ,3 <0,5 
1696 <1 ,3 <1,3 <0,25 
4.2 
Meetserie 3 , dd. 1985- 06- 21 (geha lte in urine in ppb, CP Sil 5 kolom) 
Hans t ernummer (3-Nortestosteron a-Nor testosteron Estrane-diol 
2137 <0,2 <1-2 <0' l 
2138 <0,4 <1-2 <0, 1 
2139 <0 ,2 <1-2 <0 ,1 
2140 <0,1 <1-2 <0' l 
2141 <0 ,2 <1-2 <0,2 
2142 <0 , 2 <1-2 <0 ,1 
2143 <0,1 <1-2 <0,1 
2144 <0 ,2 <1-2 <0, 1 
2145 <O, 1 <1-2 <0,3 
2146 <O , 1 <1-2 <0 , 1 
2147 <O, 1 <1-2 <0 ,1 
2148 <O , 1 <1-2 <0,1 
2149 <0,2 <1-2 <O, l 
2150 <O ,1 <1-2 <0 , 1 
2229 <0 '1 <1-2 <0,3 
2230 <0,2 <1-2 <0,3 
223 1 <0,3 <1-2 <0,3 
2232 <0 ,1 <1-2 <0,3 
2233 <O ,3 <1-2 <0,2 
2234 <0,3 <1 - 2 <0,2 
2235 <0,2 <1-2 <0 , 2 
2236 <0 ,3 <1-2 <0 ,2 
2237 <0 ,3 <1-2 <0,2 
2238 <0,3 <1-2 <0,2 
2239 <0,3 <1-2 <0,2 
2240 <0 , 3 <1-2 <0 , 2 
2241 <0 ,3 <1-2 <0,3 
2242 <0 ,3 <1-2 <0 , 2 
2243 <0,3 <1-2 <0 , 3 
2244 <0,3 <1-2 <0,2 
2245 <O ,4 <1-2 <0 , 2 
blanco <0 ' 1 <1-2 <0 , 1 
4.3 
Meetserie 4, dd. 1985-06-24 (gehalt e in urine in ppb, CP Sil 5 kolom) 
·---.----- r----------·-.-------Monsternummer ~-Nortestosteron a-Nortestosteron Estrane-diol 
2246 <0,3 <1-2 <0,4 
<0,3 <1-2 <O ,2 
2248 <0,3 <1-2 <0 ,2 
2249 <0,3 <1-2 <0 ,2 
2250 <0,4 <1 - 2 <0,2 
2251 <0 ,9 <O ,3 
2252 <0,3 <1-2 <O ,3 
2254 <0,4 <1-2 <O ,3 
2255 <0,3 <1 - 2 <O ,4 
2262 <D ,6 <1-2 <0,3 
2263 <0 ,3 <1-2 <0 ,3 
2264 <0,3 <1-2 <0,3 
2265 <0,4 <1-2 <0 ,3 
2266 <D ,3 <1-2 <0 '1 
2267 <0,3 <1-2 <0 ,3 
2268 <0,3 <1-2 <O ,3 
------~----- ---------~-- ------·-----~·--·----------
